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Os baculovírus são vírus de insetos amplamente utilizados no controle biológico de pragas 
agrícolas e também como ferramenta para expressão de proteínas heterólogas. Os baixos 
custos, a segurança na manipulação e as diferentes formas de expressão de proteínas 
tornam os baculovírus e células de inseto uma escolha eficaz para a correta expressão de 
antígenos vacinais e produção de VLPs (“Virus like particles”). No capítulo 1 deste 
trabalho, foi avaliado o potencial imunogênico de BVs (“Budded virus”) recombinantes 
contendo o EDIII (Domínio III da proteína de envelope do vírus da Febre amarela – FA) 
fusionado à proteína GP64 dos baculovírus Autographa californica multiple 
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus 
(AgMNPV); e também de uma massa protéica gerada pela fusão de EDIII com a proteína 
poliedrina de AcMNPV. O EDIII interage com os receptores celulares e contém os 
epítopos reconhecidos pelos anticorpos neutralizantes, sendo assim alvo para a produção 
de uma vacina de subunidade. Foi mostrado neste trabalho, a confirmação da correta 
expressão das proteínas recombinantes (GP64 + EDIII e Poliedrina + EDIII) por Western 
blot, microscopia de luz e confocal. No caso do EDIII fusionado à GP64 de AcMNPV e 
AgMNPV, as partículas virais recombinantes foram purificadas e inoculadas em 
camundongos. O teste de proliferação de linfócitos indicou uma maior proliferação em 
camundongos inoculados com o vírus recombinante contendo o EDIII fusionado à proteína 
GP64 do baculovírus AgMNPV quando comparado com o controle LPS. Testes 
complementares serão feitos, para avaliar o perfil da resposta imunológica e confirmar a 
obtenção de um antígeno vacinal contra FA. No capítulo 2, o sistema baculovírus de 
expressão foi utilizado para expressar o precursor da proteína GAG (Pr55) de HIV-1. A 
expressão de Pr55 HIV-1 é suficiente para a montagem de VLPs na membrana plasmática 
da célula do hospedeiro. Porém, a proteína GP64 de baculovírus é altamente imunogênica 
e também é expressa na superfície de células infectadas e normalmente está presente na 
superfície da VLP. Neste trabalho, mostramos que não é possível separar BVs e VLPs 
produzidos em um mesmo ciclo de infecção por baculovírus mesmo usando diferentes 
metodologias de separação. Então, utilizando um sistema que consegue produzir 
baculovírus recombinantes livres de GP64, foi construído o vírus recombinante 
vGAGHIV-1 GP64 null e utilizado na infecção de células Sf9. Por Western blot foi 
observado a perda do sinal da proteína GP64 de baculovírus no extrato de células 
infectadas com esse vírus recombinante. Essas mesmas células foram visualizadas por 
microscopia eletrônica de transmissão (MET), mostrando que mesmo quando GP64 não 
está presente (o que resulta na ausência de produção de BVs), o brotamento de VLPs 
continua a acontecer. Essa técnica mostrou-se eficiente para a produção de VLPs  livres de 
partículas ou proteínas baculovirais. Este trabalho confirma a eficiência do uso do sistema 












Baculoviruses are insect viruses widely used in the biological control of agricultural pests 
and as a tool for heterologous protein expression. Their low production costs, security in 
manipulation and the many ways of protein expression, make baculoviruses and insect 
cells an effective choice for the efficient expression of vaccine antigens and VLPs (Virus 
like particles) production. In chapter 1 of this work, it was evaluated the immunogenic 
potential of recombinant BVs (Budded virus) containing EDIII (Yellow fever virus -YF- 
envelope protein domain III) fused to the Autographa californica multiple 
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) and Anticarsia gemmatalis multiple 
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) GP64 protein; and also of a protein mass generated by 
the fusion of the EDIII and AcMNPV polyhedrin protein. The EDIII interacts with cell 
receptors and contains epitopes recognized by neutralizing antibodies, being the target for 
the production of a subunit vaccine. We showed in this work the confirmation of the correct 
recombinant protein expression (GP64 + EDIII and Polyhedrin + EDIII) by Western blot, 
optical and confocal microscopy. In the case of the EDIII fused with AcMNPV and 
AgMNPV GP64, the recombinant viral particles were purified and inoculated in mice. The 
lymphocyte proliferation assay showed a higher proliferation in mice immunized with 
recombinant virus containing the EDIII fused with the GP64 from the AgMNPV 
baculovirus comparing to the LPS control. Complementary assays will be carried out in 
order to evaluate the immunological response pattern and to confirm the production of a 
vaccine antigen against YF. In chapter 2, the baculovirus expression system was used to 
express the GAG protein precursor (Pr55) of HIV-1. The Pr55 expression is sufficient to 
VLP assembly on the cell host plasma membrane. However, the GP64 baculovirus protein 
is highly immunogenic and is also expressed on the surface of infected cells and is also 
present on the surface of the VLP. In this work, we showed that is not possible to separate 
BVs and VLPs produced in the same baculovirus infection cycle using different separation 
methodologies. Then, using a system able to produce GP64 free recombinant baculovirus, 
the recombinant virus vGAGHIV-1 GP64 null was produced and used to infect Sf9 cells. 
By Western blot analyses, it was shown that the baculovirus protein GP64 signal was 
missing in the recombinant virus infected cell extract. These same cells were observed by 
transmission electron microscopy (MET), showing that even when the GP64 is absent 
(which results in the absence of BVs production), VLPs budding continues to happen. This 
technique was shown to be efficient for VLPs production, free of baculvirus particles or 
proteins. This work confirms the efficiency of the baculovirus expression system for 
protein expression and VLPs of pharmacological interest. 
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Abreviaturas e símbolos 
 
6xHis              cauda de hexa-histidina 
g                     velocidade de sedimentação gravitacional  
AcMNPV        Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus 
AgMNPV       Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus 
BCIP              5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
BSA  albumina sérica bovina 
BV  “Budded virus” 
cDNA   DNA complementar 
DENV            vírus da dengue 
dNTP   deoxinucleotídeos 
DNA   ácido desoxirribonucleico trisfosfato 
EDTA   ácido etilenodiaminotetracético 
EDIII               domínio III da proteína de envelope 
FA                   febre amarela 
FITC               “fluorescein isothiocyanate” 
g   grama 
h   hora 
h p.i.  horas após infecção 
HCl   ácido clorídrico 
HIV                 “Human Immunodeficiency Virus” 
IPTG  isopropil β-D-1-tiogalactopiranosídeo 





M   molar: mol/L 
MW  peso molecular 
mg   miligrama = 10-6 grama 
min   minuto 
ml   mililitro 
mm  milímetro 
mM   milimolar 
m.o.i               “Multiplicity of infection” 
NaCl   cloreto de sódio 
NaOH             hidróxido de sódio 
NBT            Nitro blue tetrazolium chloride 
ODV  “Occluded-derived virus” 
ng   nano grama 
pb   pares de base 
PBS                tampão fosfato salino 
PCR   reação em cadeia da polimerase 
pH   potencial de hidrogênio 
PTA                ácido fosfotúngstico 
RNA  ácido ribonucléico  
rpm   rotação por minuto 
RPMI              “Roswell Park Memorial Institute medium” 
s   segundo 





Tris   tris (hidroximetil) aminometano 
U   unidade enzimática 
VLP                 “Virus like particle” 
X-Gal  5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactopiranosídeo 
YFV                “Yellow fever virus” - vírus da febre amarela 
μg   micrograma 
μl   microlitro 
μM   micromolar (micromol por litro) 
µm                  micrometro 
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1. Baculovírus   
Os Baculovírus (família: Baculoviridae) são vírus de DNA que infetam insetos. 
Estes vírus são bem conhecidos por a sua utilidade e versatilidade como vetores de 
expressão gênica, pesticidas biológicos e vetores para a transdução em células de 
mamíferos (Clem & Passarelli, 2013). Mais de 600 baculovírus já foram isolados de 
insetos da ordem Lepidoptera (borboletas e mariposas). Porém, alguns baculovírus 
também já foram isolados de insetos das ordens Hymenoptera (vespas, abelhas e 
formigas) e Diptera (moscas) (Herniou et al., 2012). 
Os baculovírus são vírus de grande interesse industrial devido ao seu potencial no 
controle biológico de pragas agrícolas. No Brasil, os baculovírus AgMNPV (Anticarsia 
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus), HaNPV (Helicoverpa armigera 
nucleopolyhedrovirus) e SfMNPV (Spodoptera frugiperda multiple 
nucleopolyhedrovirus) são utilizados comercialmente no combate de pragas da soja (no 
caso do AgMNPV), milho, tomate, algodão, tabaco (no caso do HaNPV), milho e sorgo 
(no caso do SfMNPV) (Haase et al., 2015).  
O Baculovírus AgMNPV já foi amplamente utilizado no Brasil nos anos 
2000/2003, sendo aplicado em mais de 2 milhões de hectares de plantação de soja no país. 
Porém, hoje o uso do AgMNPV como biopesticida diminuiu substancialmente, sendo 






    1.2. Taxonomia e ciclo de infecção 
 A família Baculoviridae é composta por quatro gêneros: Alphabaculovirus 
(também conhecidos como Nucleopoliedrovírus de Lepidoptera), Betabaculovirus 
(Granulovírus de Lepidoptera), Gammabaculovirus (Nucleopoliedrovírus de 






Figura 1. Árvore filogenética representativa dos quatro gêneros da família Baculoviridae. A árvore foi feita 
a partir do alinhamento das sequências protéicas de parte dos “core genes” (genes essenciais e presentes 
em todos os baculovírus) de 29 baculovírus sequenciados até 2006 (Jehle et al., 2006). 
 
 
Existem dois tipos de vírions produzidos durante a infecção por baculovírus, os 





- “Budded virus”). Ambos contêm o mesmo genoma, mas diferem na morfogênese, 
composição dos envelopes e função dentro do ciclo de infecção viral. O ciclo de infecção 
de baculovírus na natureza é iniciado pelos vírus derivados de oclusão. Os ODVs são 
encontrados imersos em uma matriz protéica formando uma estrutura cristalina chamada 
corpo de oclusão ou OB (OB, do inglês: “Occlusion Body”), que oclui os vírions. A 
principal proteína que constitui os corpos de oclusão é a poliedrina ou granulina, 
dependendo do gênero do baculovírus. Os OBs são ingeridos por larvas de insetos e 
seguem pelo sistema digestivo (Rohrmann, 2013). Devido ao pH alcalino e as proteases 
presentes no intestino médio das lagartas, a matriz protéica é dissolvida liberando os 
ODVs que irão atravessar a membrana peritrófica e infectar as células epiteliais colunares 
por fusão das membranas dos vírions com as microvilosidades (Horton & Burand, 1993). 
Após essa infecção primária, os BVs são formados e saem das células na direção da 
membrana basal, dando início a infecção sistêmica. Em períodos tardios da infecção viral, 
vírions são oclusos nos corpos de oclusão dentro do núcleo das células infectadas e são 
liberados no ambiente após a morte e desintegração do inseto (Rohrmann, 2013) (Figura 
2). 
Em células de inseto (in vitro) a infecção é iniciada por BVs, que entram nas 
células, via endocitose adsortiva. Diferentemente, os ODVs entram nas células por fusão 
direta de membranas (Horton & Burand, 1993). A GP64, glicoproteína mediadora no 
processo de penetração do vírus na célula, promove a fusão da membrana endossomal 
com o envelope viral, liberando os nucleocapsídeos no citoplasma da célula hospedeira 








Figura 2. Ciclo de infecção do Baculovírus. (A) Corpos de oclusão presentes no meio ambiente são ingeridos 
pelo inseto e dissolvem-se no intestino médio devido ao pH alcalino, liberando os ODVs, que, em seguida, 
infectam as células epiteliais do intestino médio (B) Os BVs brotam para fora da célula iniciando o ciclo de 
infecção sistêmica. O estroma virogênico (VS – local onde ocorre a produção dos vírions), presente no núcleo 
da célula infectada é indicado na figura (C) No início da infecção sistêmica, mais BVs são produzidos e se 
espalham infectando várias células no inseto (D) No final da infecção, ODVs são incluídos em corpos de 
oclusão e, em seguida, a célula morre liberando os corpos de oclusão para o meio ambiente, onde o ciclo de 
infecção se reiniciará. Fonte:  Rohrmann, 2013.  
 
    1.3.  Baculovírus como vetor de expressão 
Os Baculovírus são muito utilizados como vetores para expressão de proteínas 
heterólogas. Sua facilidade de manipulação, segurança e baixo custo, fazem dessa 
ferramenta uma alternativa eficaz para a expressão de proteínas de interesse utilizando 





inseto pela Agência Europeia de Medicamentos (EMEA) para a produção de vacinas abre 
caminho para a utilização do baculovírus também na terapia gênica (Airene, 2010).  
O Autographa californica multiple nucleopolyedrovirus (AcMNPV) é o 
baculovírus mais estudado até o momento e os vetores de expressão comerciais são 
baseados nesse vírus (O’Reilly et al., 1992). Em 1972, foi isolado, no Brasil, o 
baculovírus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) a partir de 
lagartas infectadas em plantações de soja (Allen & Knell, 1977). Desde então, o 
AgMNPV tem sido estudado e utilizado no controle biológico de pragas da soja em 
diferentes países latino americanos (Moscardi et al., 2011). O seu potencial como vetor 
de expressão de proteínas heterólogas, bem como a utilização de suas proteínas para 
diferentes fins biotecnológicos, continuam sendo explorados e caracterizados. Em 2014, 
foram analisadas as diversidades genéticas de isolados de AgMNPV coletados de 
diferentes regiões da América do Sul, essa análise foi baseada na avaliação dos 4 genes 
pif (pif 1, pif 2, pif 3 and pif 4) de baculovírus. Esse estudo mostrou que os genes pif 
continuam estáveis apesar de mais de 20 anos de uso desse baculovírus no combate a 
lagarta da soja (Ferreira et al., 2014). Outro estudo importante utilizando AgMNPV foi a 
análise proteômica das partículas BV e ODV desse baculovírus. Esse estudo pode ajudar 
no melhoramento do uso de AgMNPV como biopesticida ou como ferramenta na 
expressão de proteínas heterólogas (Braconi et al., 2014).  
O método mais simples de construção de um vetor de expressão baseado em 
baculovírus é a troca do gene da poliedrina por um gene heterólogo sob o comando do 
promotor da poliedrina (polh) (Miller et al., 1983). Vários vetores foram desenvolvidos 





alguns são capazes de incorporar uma proteína heteróloga ao corpo de oclusão (Je et al., 
2003) pela fusão do gene de interesse ao gene da poliedrina, além de possuírem o gene 
da poliedrina selvagem. Esses vetores capazes de expressar a poliedrina fusionada a outra 
proteína são usados para expressar corpos de oclusão que proporcionam a purificação 
rápida e fácil da proteína recombinante através de gradiente de sacarose (O’Reilly et al., 
1992). Ardisson-Araújo et al. (2013) expressaram a proteína de capsídeo do “Garlic mite-
borne filamentous virus” (GarMbFV) fusionada com a poliedrina de AcMNPV em 
células de inseto. A proteína de fusão construída foi eficientemente expressa em células 
de inseto, formando corpos de oclusão e detectada com um anticorpo específico para 
cauda de histidina (presente no poliedro recombinante formado) e anti-poliedrina.  
Além da fusão do gene da proteína de interesse com o gene da poliedrina, outras 
técnicas podem ser aplicadas para a expressão de proteínas de interesse usando 
baculovírus e células de inseto. Algumas dessas técnicas já são amplamente utilizadas na 
indústria, como a produção de VLPs (“Virus like particles”) de diferentes vírus com fins 
biofarmacológicos (Yamaji, 2014) e também a técnica de “Display” de proteínas 
heterólogas na superfície de BVs de baculovírus. Essa técnica consiste na fusão do gene 
da proteína de interesse com o gene da proteína de envelope GP64 de baculovírus 
(Grabherr & Ernst, 2010; Mäkelä & Oker-Blom, 2006). Esta versatilidade na expressão 
de proteínas de interesse confirmam a eficiência do uso de células de inseto e baculovírus 








Capítulo I - Expressão de proteínas do vírus da febre amarela 
fusionadas à proteína do envelope de baculovírus 
1. Introdução 
       1.1.  Febre Amarela 
  A febre amarela (FA) é uma doença infecciosa transmitida por mosquitos 
contaminados com o vírus da febre amarela. Essa doença é endêmica em países de clima 
tropical ou subtropical. O vírus da febre amarela é um arbovírus (vírus transmitido por 
vetor artrópode) pertencente à família Flaviviridae do gênero Flavivirus (Lindenbach et 
al., 2007; Volk et al., 2009). Também pertencem a esse gênero, os vírus causadores das 
doenças febre do Nilo, encefalite japonesa, dengue (tipos 1- 4), Zika, entre outros 
(Mackenzie et al., 2004). 
 O vírus da FA se replica inicialmente nos linfonodos e, após a disseminação 
sistêmica, o vírus continua a se replicar principalmente no fígado, baço e medula óssea. 
A infeção pelo vírus da febre amarela no homem pode resultar em infecção assintomática 
até formas extremas que são invariavelmente fatais. A forma leve tem sintomatologia 
parecida com outras doenças infecciosas comuns como malária e as hepatites virais. Essa 
forma caracteriza-se pela presença de febre moderada, cefaleia e indisposição. Esse 
quadro pode durar alguns dias e o paciente recupera-se sem sequelas. Na forma moderada 
os mesmos sinais e sintomas da forma leve acontecem, porém com maior intensidade e 
duração.  Epistaxe (sangramento ou hemorragia nasal), leve albuminúria e subicterícia 





doença estão presentes e falência hepato-renal é observada. Nesta fase o paciente pode 
evoluir para as manifestações hemorrágicas da doença (Vasconcelos, 2003). Tais aspectos 
provocaram uma grande preocupação de saúde pública durante séculos (Fields et al., 
2007). A maioria das pessoas com a forma leve e moderada da doença recuperam-se sem 
sequelas a longo prazo. Para aqueles com sua forma grave, envolvendo disfunção hepato-
renal, a duração da doença é variável e a letalidade é de 20% a 50% (Monath et al., 2008). 
   
    1. 2.  Epidemiologia  
 O vírus é mantido na natureza por meio de transmissão entre primatas não-
humanos e mosquitos hematófagos, principalmente pertencentes aos gêneros 
Haemagogus e Aedes na América do Sul e África. Os seres humanos são infectados 
esporadicamente quando picados por mosquitos silvestres (África: Aedes africanus; 
América do Sul: Haemagogus spp. e Sabethes spp.) que previamente se alimentaram de 
um macaco virêmico (a chamada febre amarela silvestre), mas também podem servir 
como hospedeiros para a transmissão inter-humana, principalmente pelo Aedes aegypti (a 
chamada febre amarela urbana) (Monath & Vasconcelos, 2015). Na África, os ciclos 
silvestre e urbano podem ser interligados por um ciclo intermediário que ocorre em torno 
de pequenas comunidades e envolve mosquitos semi-domésticos Aedes ssp. (Mutebi & 






Figura 3. Ciclos epidemiológicos (silvestre e urbano) da febre amarela. O ciclo Silvestre ocorre quando 
primatas não humanos são picados por mosquitos dos gêneros Haemagogus e Sabethes infectados. A 
infecção acidental ocorre quando um humano entra na área de ciclo silvestre e é picado acidentalmente por 
mosquitos infectados. No ciclo urbano, a transmissão e disseminação do vírus é feita por mosquitos Aedes 
aegypti. 
A febre amarela é endêmica em 44 países nas regiões tropicais da África e 
América do Sul. A maioria dos casos (90%) ocorre na África, porém a América do Sul é 
hoje considerada a área de maior risco de epidemias urbana, onde estima-se a ocorrência 
de 300 casos anuais. Uma análise recente de fontes de dados africanos mostrou números 
semelhantes, de 84.000 - 170.000 casos graves e 29.000 – 60.000 mortes devido a febre 
amarela para o ano de 2013 (Vasconcelos, 2003; WHO, 2014).  
Nas Américas, entre 1985 e 2012, 95% dos casos de FA foram registrados no Peru 
(54%), Bolívia (18%), Brasil (16%) e Colômbia (7%). Entretanto, outros países latino-
americanos apresentam condições favoráveis à transmissão da doença. O número de casos 





diminuição da imunidade da população à infecção, da colonização de ambientes 
silvestres, dos movimentos migratórios humanos e das mudanças climáticas. No Brasil, 
entre 1999 e 2013, foram registrados 405 casos humanos com letalidade de 44,9% 
(Ministério da Saúde, 2015). 
 
1.3. Diagnóstico 
O diagnóstico é feito por isolamento do vírus de amostras de sangue ou de tecido 
hepático, por detecção de antígeno em tecido (imunofluorescência e imunoperoxidase) 
ou por sorologia. Esses últimos são métodos complementares aos primeiros e as técnicas 
utilizadas são de captura de IgM (MAC- Elisa), inibição de hemaglutinação (IH), fixação 
do complemento (FC) e neutralização (TN). O MAC-Elisa, na maioria dos casos, permite 
o diagnóstico presuntivo com uma única amostra de soro, pois é bastante sensível para 
detecção de IgM, dispensando o pareamento do soro (pesquisas sorológicas realizadas em 
diferentes dias para avaliar se houve conversão sorológica). Técnicas de biologia 
molecular para detecção de antígenos virais e/ou ácido nucléico viral [reação em cadeia 
de polimerase (PCR), imunofluorescência, imunohistoquímica e hibridização in situ], 
embora não utilizadas na rotina, são de grande utilidade (Ministério da Saúde, 2004). 
As reações cruzadas entre o vírus amarílico e outros flavivirus são fatores que 
dificultam o diagnóstico sorológico, principalmente em áreas endêmicas de múltiplos 
flavivirus (Monath, 2001). Além disso, a utilização de teste imunoenzimático para a 
detecção de IgM circulante durante a infecção viral só é eficaz a partir do quinto dia após 
o início dos sintomas, quando os títulos de anticorpos IgM são evidenciados. Quando o 





prejuízo causado pela emissão de um resultado falso positivo é menor do que aquele 
causado pelo falso negativo. Por isso, a escolha por um teste diagnóstico deverá sempre 
levar em consideração a alta sensibilidade. A utilização de kits de diagnóstico rápido para 
a detecção de antígenos virais (como a proteína NS1 de flavivirus, que está presente no 
soro de indivíduos infectados desde o primeiro dia de doença, permanecendo na forma 
solúvel até o quinto ou sexto dia) pode ser uma importante ferramenta, se utilizados como 
teste de triagem de amostras destinadas ao isolamento de vírus (Silva et al., 2011). 
 
1.4.  Tratamento e Prevenção 
Não há tratamento específico para a febre amarela, apenas cuidados de suporte 
para tratar a desidratação, insuficiência respiratória e febre. Infecções bacterianas 
associadas podem ser tratadas com antibióticos. O tratamento de suporte pode melhorar 
os resultados para pacientes em estado grave, mas é raramente disponível nas áreas mais 
pobres (WHO, 2014). 
O método mais eficaz para se prevenir a febre amarela é a vacinação com a cepa 
17D. Atualmente, duas subcepas são usadas na produção de vacinas: 17DD no Brasil e 
17D-204 no resto do mundo (Galler et al, 2001). Uma única dose da vacina 17D consegue 
ativar o sistema imune através do estímulo de linfócitos T citotóxicos e linfócitos T 
auxiliares Th1 e Th2; além de induzir a produção de anticorpos neutralizantes (aqueles 
capazes de neutralizar o vírus). Assim, a vacinação contra FA é eficiente na ativação da 
resposta imune celular e humoral, conferindo proteção por mais de 30 anos (Monath, 
2005). A vacina 17DD é administrada em dose única e confere proteção próxima a 100%. 





zonas endêmicas, de transição e de risco potencial, bem como para todas as pessoas que 
se deslocam para essas áreas. Em situações de surto ou epidemia, deve-se vacinar a partir 
dos seis meses de idade (Ministério da Saúde, 2004). 
Como a vacina é produzida com vírus atenuado, não é recomendada a vacinação 
de pessoas com imunodeficiência, já que há riscos de reversão da virulência num 
hospedeiro com depressão do sistema imune (Vasconcelos, 2003). Além disso, o vírus é 
cultivado em embriões de galinha, e a vacina pode conter proteínas de ovo, o que pode 
ser prejudicial para pessoas com hipersensibilidade a proteínas de ovo (Chernin et al., 
2011). 
 Entre 2007 e 2010, 57 milhões de pessoas foram vacinadas contra a febre 
amarela em 10 países de risco na África, e durante o mesmo período, 17 milhões de 
pessoas foram protegidas através da vacinação de emergência. Na década de 90, apesar 
de 50 anos de uso e mais de 500 milhões de doses distribuídas, novas preocupações de 
segurança sobre a vacina 17D de vírus atenuado surgiram, revelando que em raras 
circunstâncias, a vacina pode causar uma doença semelhante ao vírus selvagem (Monath 
& Vasconcelos, 2015). 
 
 
1.5. Vírus da febre amarela – Estrutura, processamento e função das proteínas 
 O vírus da febre amarela apresenta uma partícula esférica, com 50 nm de 
diâmetro, que possui no seu interior genoma constituído de uma molécula de RNA fita 
simples, sentido positivo, de aproximadamente 11.000 nucleotídeos, com CAP na 
extremidade 5' (modificação que ocorre na extremidade 5' do RNA, conferindo mais 





na extremidade 3'. Possui regiões NCR (“Noncoding regions”) nas extremidades 5' e 3', 
que são regiões conhecidas por possuírem estruturas internas que facilitam a tradução do 
genoma (Fields, 2007). Este genoma é organizado em uma única fase aberta de leitura 
(“Open Reading Frame” – ORF), essa ORF codifica uma poliproteína que depois é 
processada em proteínas estruturais (Capsídeo – C, Membrana – prM/M, Envelope – E) 





Figura 4. Estrutura genômica do vírus da febre amarela com genes estruturais, não estruturais (NS), regiões 
não codantes 5’ NCR e 3’ NCR e a formação das proteínas virais após o processamento proteolítico. 
 
 
 A poliproteína é processada por uma combinação de proteases virais (NS2B -
NS3) e do hospedeiro (Furina) para gerar as proteínas virais maduras, esse processamento 








Figura 5. Processamento da poliproteína de flavivirus. A tradução do genoma viral resulta em uma 
poliproteína, que é clivada por proteases celulares e virais. As topologias propostas das proteínas virais com 
relação ao lúmen do RE e citoplasma estão indicadas na figura. A membrana do RE é mostrada em lilás, os 
domínios transmembrana de cada proteína são representados por cilindros e a ligação entre as proteínas são 
representadas pelas linhas pretas. Seta preta, azul e vermelha, representam os locais de clivagem por 
peptidase-sinal, NS2B –NS3 protease e furina, respectivamente. Seta aberta representa o local de clivagem 
de protease que ainda é desconhecida. Fonte: Apte-Sengupta et al., 2014. 
 
 As proteínas estruturais são incorporadas na partícula viral madura, enquanto as 
proteínas responsáveis pela replicação (proteínas NS) permanecem nas células infectadas. 
O envelope viral consiste de uma bicamada lipídica derivada da célula infectada com 
dímeros de proteína do envelope (E) ancorados na superfície do envelope por suas caudas 
hidrofóbicas. A proteína E é a maior proteína na superfície da partícula viral e é 
responsável pela entrada do vírus na célula do hospedeiro, mediando a ligação com 
receptor e fusão de membrana (Monath, 2001). Os receptores das células do hospedeiro 
envolvidos na ligação com a proteína E ainda são desconhecidos. Porém alguns estudos 





TIM e TAM na infecção pelo vírus da FA (Perera- Lecoin et al., 2014).  A proteína E é 
uma proteína de aproximadamente 53 kDa sintetizada como proteína de membrana do 
tipo I, contendo 12 cisteínas conservadas que formam pontes dissulfeto e é N-glicosilada. 
Baseado na estrutura cristalográfica da proteína E (Rey et al., 1995), cada monômero de 
E é dividido em três domínios diferentes, I, II e III (Figura 6). O domínio I é o domínio 
que se estrutura na forma de β- Barril, o domínio II tem uma estrutura alongada e fornece 
a maior parte do contato entre as subunidades (“domínio de dimerização”) e o domínio 
III possui um dobramento do tipo “immunoglobulin-like”. O peptídeo de fusão, que 
medeia a inserção da partícula viral na célula alvo, está localizado no domínio II (Fields, 
2007).  
 
   
 
 
Figura 6. Esquema representativo de um dímero de proteína E do vírus da febre amarela.  A) Dímero de E 
demonstração dos domínios I (vermelho), II (amarelo) e III (azul) e peptídeo de fusão B) Visão lateral do 
dímero de E (Fonte: Heinz & Stiasny, 2012). 
 
 A proteína C – Capsídeo é uma proteína pequena de aproximadamente 11 kDa 






2007).  É a proteína menos conservada entre os flavivirus, tem função estrutural na 
partícula viral madura, ao mesmo tempo, realiza um papel essencial na montagem da 
partícula viral e processos de encapsidação. Porém, ainda é desconhecido como essa 
proteína recruta o RNA viral durante a morfogênese da partícula viral.  Em 2009, foi 
mostrado que a interação da proteína C de DENV com gotículas de lipídios (“lipid 
droplets”) é requerida para a formação da partícula viral (Samsa et al., 2009).  
 As proteínas não estruturais possuem funções diferentes e essenciais na 
replicação viral.  A proteína NS1 tem uma massa molecular de 46 - 55 kDa a depender 
do seu estado de glicosilação, ocorre em várias formas oligoméricas e é encontrada em 
diferentes locais celulares: associada à membrana celular nos compartimentos vesiculares 
dentro da célula ou na superfície celular (forma monomérica), também é altamente 
secretada em uma forma extracelular associada a lipídios - (forma hexamérica) (Akey et 
al, 2014). NS1 contém sítios de N-glicosilação e possui 12 cisteínas conservadas que 
formam pontes dissulfeto (Fields, 2007). NS1 é inicialmente expressa em associação com 
o retículo endoplasmático (ER) como parte da poliproteína que é produzida depois da 
tradução do genoma de flavivirus. Uma sequência sinal na extremidade C-terminal da 
glicoproteína E encaminha NS1 para o lúmen do RE, dentro do RE NS1 é clivada tanto 
na sua extremidade N e C-terminal gerando uma subunidade monomérica hidrofílica. Este 
monómero é modificado pela adição de carboidrato rico em manose em sítios múltiplos 
e rapidamente forma uma espécie dimérica, que possui um caráter hidrofóbico e resulta 
em associação com membrana (Muller & Young, 2013). NS1 é essencial para a replicação 
do genoma de flavivirus, possivelmente através de interações com as proteínas 





 NS2A é uma proteína hidrofóbica pequena, cerca de 22 kDa (Chambers et al., 
1989). É encontrada em associação às membranas celulares e está envolvida no 
processamento e maturação da proteína NS1 (Vasconcelos, 2003); na montagem dos 
vírions; na replicação do RNA, além de interagir com a região 3` NCR (Lindenbach et 
al., 2007).   
 NS2B também é uma proteína pequena, cerca de 14 kDa, também é uma 
proteína associada a membrana. NS2B forma um complexo estável com NS3 e é um co-
fator necessário para a atividade de NS2B-NS3 serino protease. Mutações em resíduos 
conservados da proteína NS2B têm efeitos drásticos na clivagem autoproteolítica da 
junção NS2B-NS3 e, consequentemente, na clivagem de outras proteínas que são 
processadas por essa protease viral (Fields, 2007). 
NS3 é a segunda maior proteína viral, possui massa molecular entre 68-70 kDa 
sendo altamente conservada entre os flavivirus (Lindenbach et al., 2007). NS3 contém 
atividades de protease (usando NS2B como co-factor), RNA helicase, e de nucleotídeo 
trifosfatase (NTPase). Por causa das suas atividades enzimáticas e seu papel crítico na 
replicação viral e transformação da poliproteína, NS3 constitui um alvo promissor para o 
desenvolvimento de medicamento para terapia antiviral (Assenberg et al., 2009). 
NS4A é uma proteína altamente hidrofóbica de 16 kDa, contém uma sequência 
inicial (resíduos 1 a 49) que, aparentemente, não interage com as membranas e parece 
funcionar como um co-factor de NS3; posteriormente apresenta três regiões hidrofóbicas 
(os resíduos 50 a 73, resíduos 76-89 e os resíduos 101-127) que estão fortemente 
associados a membranas, uma pequena volta que expõe o local de clivagem NS4A 





sinal para a translocação da proteína NS4B para dentro do lúmen do RE. NS4A, em 
conjunto com outras proteínas virais e do hospedeiro, promove os rearranjos essenciais 
na membrana para a replicação viral. Interessantemente, demonstrou-se recentemente que 
a NS4A induz autofagia em células epiteliais aumentando a replicação viral (McLean et 
al., 2011; Nemésio et al., 2012).  
NS4B é uma proteína de 27 kDa, também altamente hidrofóbica. NS4B é 
necessária para a replicação do vírus (Zou et al., 2014). No entanto, esta proteína não tem 
atividade enzimática relatada e seu papel exato durante o ciclo de replicação viral ainda 
não é muito bem entendido. Recentemente foram identificados, na proteína NS4B 
(DENV), determinantes essenciais para interação com NS3 e replicação do RNA viral 
(Chatel-Chaix et al., 2015). 
 A proteína NS5 é a maior proteína viral com massa molecular de 103-104 kDa 
(Chambers et al., 1990; Lindenbach et al., 2007). A região N-terminal compreende um 
domínio RNA metiltransferase - MTase (envolvido na metilação da estrutura 5'cap RNA) 
e a região C-terminais abriga um domínio de RNA polimerase dependente de RNA 
(RdRp). Estes dois domínios estão ligados através de uma sequência de aminoácidos não 
muito conservada (Davidson, 2009).  
 
1.6. Vírus da febre amarela – Replicação e montagem de novas partículas virais 
A biossíntese viral inicia-se com a adsorção, ligação específica irreversível de uma 
glicoproteína viral a um constituinte da célula hospedeira (receptor) (Santos et al., 2002).  
As partículas virais de flavivirus entram nas células alvo por endocitose mediada por 





mudanças conformacionais na glicoproteína de envelope (E) induzindo a fusão das 
membranas das células hospedeiras e virais, liberando o material genético para o interior 
celular (Fernandez-Garcia et al., 2009).  
O RNA (fita simples de polaridade positiva) liberado codifica uma poliproteína 
precursora. Este polipeptídeo é co/pós-traducionalmente processado por proteases virais 
e do hospedeiro, como mostrado no item 1.5. Depois da entrada do material genético e a 
tradução da proteína a partir do genoma viral, NS5 RdRp realiza a síntese da fita de RNA 
de polaridade negativa a partir da fita de polaridade positiva. A fita de polaridade negativa 
serve como molde para a síntese de fitas de RNA polaridade positiva, que são utilizadas 
na montagem da progênie viral (Lim et al., 2015).  
 A Montagem do vírus ocorre no retículo endoplasmático (RE) e inicialmente leva 
à formação de partículas imaturas não infecciosas, que são formadas por estruturas 
membranosas contendo um complexo de proteínas prM - E. Após o transporte do vírion 
imaturo através da via celular exocítica, o complexo prM - E de proteínas sofre uma 
mudança conformacional, induzida pelo baixo pH na rede trans-Golgi (TGN), que 
permite prM ser clivada por proteínas furina antes que as partículas de vírus sejam 
liberadas da célula. Esta clivagem provoca um rearranjo importante de proteínas E na 
superfície da partícula, levando à formação de partículas maduras infecciosas, que 
carregam a proteína dimérica E em uma conformação metaestável (forma nativa) (Stiasny 







Figura 7. Representação esquemática da partícula de flavivirus e ciclo de infecção viral (A) Partícula de 
flavivirus: vírions imaturos contêm duas proteínas associadas à membrana (prM e E) que formam um 
complexo heterodimérico apertado. No curso de maturação do vírus, a proteína prM é clivada, resultando 
no rearranjo de E (vírions maduros). O produto de clivagem carboxi-terminal da prM (M) permanece 
associado com a membrana viral (B) Ciclo de infecção viral: entrada do vírus ocorre por endocitose 
mediada pelo receptor, e o pH ácido no endossomo induz alterações estruturais em E que levam a fusão da 
membrana e ao lançamento do nucleocapsídeo no citoplasma. Depois do desencapsulamento, a fita de RNA 
é traduzida para iniciar a replicação do vírus. Montagem do vírus ocorre no retículo endoplasmático (RE) 
e leva à formação de partículas imaturas (contendo prM) que são transportadas através de uma via exocítica. 
O pH ácido na rede trans-Golgi (TGN) provoca uma mudança conformacional irreversível no complexo 
prM-E, que é necessário para a maturação da partícula viral.  Partículas maduras infecciosas são liberadas 
por exocitose. Partículas menores não infecciosas também são liberadas a partir de células infectadas, essas 
partículas são chamadas SHA (“Slowly sedimenting hemagglutinin”) (Stadler et al., 1997) Adaptado de: 








1.7. Proteína E e NS1 como proteínas imunogênicas  
 A proteína de Envelope (E) de flavivirus é o principal componente da superfície 
da partícula viral. É o imunógeno primário e desempenha o papel central na ligação aos 
receptores e fusão de membrana (Heinz & Allison, 2003). O domínio III dessa proteína 
(EDIII) está envolvido na ligação ao receptor (possui a região de ligação a receptor) e 
contém regiões preferencialmente reconhecidas (epítopos) por anticorpos humanos 
essenciais para a neutralização específica do vírus (Chu et al., 2005) (Figura 8).   
 
 
Figura 8. Epítopos neutralizantes no domínio III (EDIII) da proteína de envelope do vírus da febre amarela. 
Os aminoácidos reconhecidos por anticorpos neutralizantes são serina 305 (S305) e prolina 325 (P325) 
(Volk et al., 2009). 
 
Estudos com outros flavivirus e anticorpos monoclonais têm demonstrado que 
anticorpos para cada um dos domínios pode levar a neutralização do vírus, embora 
aqueles dirigidos para EDIII parecem ter a maior atividade neutralizante específica 
(Vratskikh et al., 2013). O domínio III, por si só tem mostrado ser suficiente para induzir 
uma resposta imunitária protetora (Martina et al., 2008; Alonso-Padilla et al., 2011). Um 
estudo recente mostrou que a imunização com EDIII recombinante conseguiu proteger 





flavivirus, sugerindo que EDIII pode ser usado eficientemente para o desenvolvimento de 
vacinas (Fan et al., 2013).  
Imunidade ao vírus da febre amarela (YFV – “Yellow fever virus”) tem sido 
geralmente relacionada com a presença de anticorpos neutralizantes contra glicoproteína 
do envelope (E), no entanto, foi mostrado uma transferência passiva de anticorpos 
monoclonais (proteção temporária conferida pela transferência de imunoglobulinas) 
direcionados para a glicoproteína NS1, ausente no vírion (Schlesinger et al., 1990). 
NS1 pode ser detectada dentro das células infectadas, na superfície celular, e é 
eficientemente secretada pelas células (Lindenbach & Rice, 1997). NS1 é fortemente 
imunogênica, e o tipo específico de anticorpos anti-NS1 desempenham um papel na 
proteção contra a doença. Altos níveis de NS1 são encontrados na circulação de pacientes 
infectados com DENV durante a fase aguda da doença, demonstrando que os maiores 
níveis da proteína NS1 são detectados até o 9 dia após o início dos sintomas. (Alcon et 
al., 2002; Avirutnan et al., 2006). NS1 interage com múltiplos componentes de ambos os 
sistemas imunes inato e adaptativo, está envolvida na evasão do sistema imunitário e 
patogênese e é o principal marcador antigênico de infecção viral. Portanto, pode também 
ser alvo para o desenvolvimento de uma vacina recombinante ou para kits de diagnóstico 
precoce de FA (Akey et al., 2014). 
 
1.8. “Display” do EDIII de FA na superfície de baculovírus 
Um dos métodos mais utilizados para produção de proteínas no sistema 
baculovírus/células de inseto com potencial para uso como vacinas de subunidade é o 





necessário fusionar o gene da proteína GP64 e o gene da proteína de interesse. No caso 
do baculovírus Autografa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), a 
partícula viral BV – “Budded virus” possui duas proteínas de envelope, a GP64 e a Ac23 
(Lung et al., 2003; Rohrmann, 2013). A proteína GP64 é uma glicoproteína altamente 
abundante no envelope da partícula BV. É uma proteína essencial e está envolvida em 
duas etapas durante a entrada da partícula BV na célula: adsorção do vírion e fusão de 
membrana (Blissard & Wenz, 1992). No envelope da partícula BV de AcMNPV também 
se encontra um homólogo da proteína F de baculovírus, a proteína Ac23 (Lung et al., 
2003). As proteínas F são proteínas de envelope encontradas nos baculovírus de 
Lepidoptera. Em alguns baculovírus como Spodoptera exigua multiple 
nucleopolyhedrovirus (SeMNPV), a proteína F é funcional e atua como proteína de fusão 
de membrana, bem como a proteína GP64 (Pearson et al., 2000). No AcMNPV, a proteína 
Ac23 parece não ser uma proteína funcional e estudos mostraram que a deleção do gene 
Ac23 não possui efeito na produção e infectividade viral in vitro (Lung et al., 2003). 
A ideia de um sistema de expressão utilizando a proteína GP64 de baculovírus 
surgiu a partir da característica de “brotamento” da partícula viral durante o ciclo de 
infecção. O fenótipo BV faz a infecção célula-célula, sendo responsável assim pela 
propagação da infecção no inseto. Quando o BV se liga a receptores localizados na 
superfície celular acontece a endocitose da partícula viral. A vesícula endocítica é 
altamente acidificada e induz a mudança conformacional na GP64, fazendo com que o 
envelope viral se funda com a membrana endossomal, liberando o nucleocapsídeo no 
interior celular. O nucleocapsídeo entra no núcleo onde o DNA é replicado e os novos 





Ac23 (no caso do AcMNPV) são sintetizadas no retículo endoplasmático, precessadas no 
aparelho de Golgi e endereçadas para a superfície celular. Quando os novos 
nucleocapsídeos produzidos no núcleo saem em direção ao exterior celular, eles “brotam” 
do interior celular para o exterior, levando junto com o novo envelope, proteínas GP64 e 
F (Ac23) dispostas na superfície da partícula (Rohrmann, 2013).  Assim, uma vez que a 
proteína de interesse esteja fusionada com GP64 ou proteína F, também será apresentada 
na superfície celular. 
A eficiência dessa técnica vem sendo aprimorada continuamente. Nos últimos 
anos, estudos com a proteína GP64, mostraram que somente algumas regiões gênicas são 
essenciais para o correto funcionamento da proteína, como entrada na célula, fusão celular 
e expressão na superfície da célula (Li & Blissard, 2009; Monsma et al., 1996). Portanto, 
a proteína GP64 tem sido reduzida a três regiões essenciais, PS (peptídeo sinal), TM 
(domínio transmembrana) e DCT (domínio da cauda citoplasmática). O PS é a região que 
codifica o sinal para envio da proteína à superfície celular, a região TM que possui 
aproximadamente 16 a 23 aminoácidos, é uma região praticamente conservada, possui 
aproximadamente 80% de identidade entre os baculovírus. Estudos mostraram que a 
região TM da GP64 é crítica para a função da proteína. Estudos mais recentes demonstram 
ainda que a região TM é essencial para a função de proteína de fusão da GP64. Já a região 
DCT, que possui de 3 a 8 aminoácidos, é uma região essencial para o eficiente brotamento 
da partícula viral (Li & Blissard, 2009; Oomens & Blissard, 1999). Essas regiões 
essenciais têm sido utilizadas para construir uma GP64 “truncada”, que serve como vetor 
para fusão com proteínas de interesse, obtendo-se assim, um vetor menor e funcional para 





 Esse método foi escolhido para a expressão de EDIII de FA e vem crescendo 
significativamente nos últimos anos devido aos baixos custos e segurança. Várias 
proteínas heterológas, provenientes de diferentes vírus têm sido expressas usando esse 
sistema, consolidando a técnica como ferramenta biotecnológica para a produção de 




 Esse trabalho tem como objetivo geral a expressão de proteínas imunogênicas do 
vírus da Febre amarela na superfície de partículas de baculovírus (BVs) e também 
fusionadas à poliedrina, e sua análise como candidatas a vacinas recombinantes. 
 
  2.1. Objetivos específicos 
● Construção dos vetores para fusão de proteínas recombinantes e GP64 de 
AcMNPV e AgMNPV  
● Clonagem das sequências gênica de EDIII FA nesses vetores 
● Clonagem de EDIII em vetor que possui sítio de clonagem para fusão com o gene 
da poliedrina de AcMNPV 
● Construção dos baculovírus recombinantes contendo os genes de interesse 
● Análise da expressão das proteínas recombinantes em células de inseto  
● Avaliação do perfil imunológico de camundongos imunizados com as partículas 





3. Material e métodos 
 
3.1. Vírus e células 
Os vírus AcMNPV e AgMNPV e baculovírus recombinantes derivados do 
AcMNPV na forma de bacmídeo bMON14272” Bac-to-Bac® “Baculovirus Expression 
System” da empresa Invitrogen foram utilizados nesse trabalho.  
Os vírus selvagens e os recombinantes foram propagados em cultura de células 
derivadas de Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4 ou Tn5B) (Granados et al., 1994) ou células 
derivadas de Spodoptera frugiperda (Sf9) (Vaughn et al., 1977).  
Células Sf9 - ET (“Easy Titer”) foram utilizadas para titulação de todos os vírus 
utilizados neste trabalho (Hopkins & Esposito, 2009). 
Células de Escherichia coli DH5-α (Invitrogen) foram utilizadas como 
hospedeiras para a maior parte dos plasmídeos utilizados no presente trabalho.  
Os experimentos envolvendo Bac-to-Bac® “Baculovirus Expression System” 
(Invitrogen) foram utilizadas células Escherichia coli (E.coli) DH10Bac (Invitrogen). 
 
   3.2. Construção dos vetores para expressão das proteínas recombinantes na superfície 
de baculovírus 
Foram sintetizadas quimicamente as regiões essenciais (Promotor – pGP64, 
Peptídeo sinal de endereçamento - PS, Domínio da cauda citoplasmática - DCT e 
Transmembrana - TM) (IDT® - Integrated DNA Technologies) da proteína de envelope 





um sítio da enzima de restrição BamHI, que foi utilizado para a inserção dos genes de 




Figura 9. Esquema representativo dos cassetes de expressão para fusão com a proteína GP64 de baculovírus. 
A) Cassete de expressão para fusão de genes heterólogos com as regiões essenciais (Promotor - pGP64, 
peptídeo sinal de endereçamento - PS,  domínio transmembrana - TM e domínio da cauda citoplasmática - 
DCT) do gene da proteína GP64 do baculovírus AcMNPV B) Cassete de expressão para fusão de genes 
heterólogos com as regiões (Promotor - pGP64, peptídeo sinal de endereçamento - PS, domínio 
transmembrana - TM e domínio da cauda citoplasmática - DCT) do gene da proteína GP64 do baculovírus 
AgMNPV. 
 
Esses cassetes de expressão foram utilizados como molde para uma reação de 
PCR, onde foram utilizados: 2,5 µl do tampão de reação 10X da enzima Taq DNA 
polimerase (Platinum® Taq DNA Polymerase Kit, Invitrogen), 0,75 µl de MgCl2 (solução 
estoque 50 mM), 0,5 µl da mistura dos quatro dNTPs (solução estoque 10 mM), 0,5µl do 







(Tabela 1), 0,5µl do oligonucleotídeo pGP64Ac Fusion R ou pGP64Ag Fusion R  
(solução estoque 10 µM) (Tabela), 1µl do DNA – Cassete sintetizado (~60 ng/µl), 2U 
(unidades) da enzima Taq DNA polimerase (Platinum® Taq DNA Polymerase, 
Invitrogen) e água “milli-Q” para um volume final de 25 µl. O seguinte programa foi 
utilizado: 94°C/1 min s, 30 ciclos de 94°C/30 s, 55°C/30 seg, 72°C/1 min e 72°C/2 min 
para o término da extensão. O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de 
agarose 0.8% de acordo com o protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). 
 
Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados no trabalho. 
Oligonucleotídeos Sequência 5’→ 3’ 
pGP64Ac Fusion F GAATCCTTATCAATTAAGATAAAAAGATAAGATTATTAATC 
pGP64Ac Fusion R GCGGCCGCAATAATGATACAATTTTTATTATTACATTTAATAT 
pGP64Ag Fusion F GCGGCCGCGTCGAGTTTATATATTGCAAGATAAGATATAAG 








Os fragmentos de DNA com os tamanhos esperados (540 bp – GP646xHisAc ou 
517 bp – GP646xHisAg), correspondentes à amplificação dos cassetes de expressão, 
foram analisados por eletroforese em géis de agarose a 0.8% (Sambroock et al., 1989) e 
extraídos do gel, usando o Kit GFX DNA and Gel Band Purification (GE) seguindo 





pGEM®-T Easy Vector – Promega (Figura 10), seguindo as instruções do fabricante 
(dados não mostrados), gerando os plasmídeos pGEM GP646xHisAc e pGEM 
GP646xHisAg. A confirmação da obtenção dos plasmídeos foi feita por sequenciamento 





Figura 10. Esquema representativo do plasmídeo pGEM® -T Easy – Promega. Os sítios para enzima de 
restrição, o gene lacZ e o gene de resistência ao antibiótico ampicilina então indicadas na figura. 
 
Esses plasmídeos foram digeridos com as enzimas de restrição Sph I e Sac I (5 µl 
de DNA ~30 ng/µl, 1U de cada enzima -  Promega, 2 µl BSA 10X, 2 µl do tampão de 
reação 10X, e água “milli-Q” para um volume final de 20µl). Da mesma forma e 
utilizando as mesmas enzimas, foi feita a digestão do plasmídeo pFASTBAC ACCI 
(Figura 11). A reação para digestão com as enzimas de restrição foi mantida a 37º C por 





comercialmente vendido pFastBac ™ (Invitrogen), exceto pela ausência do promotor da 
poliedrina, que foi retirado anteriormente por digestão com enzima de restrição Acc I.  
 
Figura 11. Esquema representativo do plasmídeo pFASTBAC ACCI. Na figura é possível ver os sítios de 
restrição das enzimas Sac I e Sph I, que foram utilizados para clonagem dos cassetes de expressão, gene de 
resistência a Ampicilina (Amp), gene de resistência a Gentamicina (Gm), regiões de transposição Tn7R e 
Tn7L, sinal de poliadenilação SV40 pA, origem de replicação pUC e origem de replicação f1 (esse 
plasmídeo possui duas origens de replicação para gerar um maior número de cópias). Esquema produzido 
no programa Geneious (Biomatters Limited). 
 
O plasmídeo pFASTBAC ACCI digerido foi utilizado em reação de ligação com 
os fragmentos digeridos GP646xHisAc e GP646xHisAg utilizando a enzima T4 DNA 
ligase (Promega) seguindo protocolo do fabricante. Foi realizada uma transformação por 
choque térmico (Sambrook et al., 1989). Para essa transformação foram utilizadas células 
Escherichia coli DH5α quimio-competentes comerciais. Os clones resultantes foram 
selecionados pela resistência aos antibióticos ampicilina e gentamicina. Posteriormente, 





inóculo foi centrifugado 30 s a 14.000 rpm (Centrífuga 5418 – Eppendorf), o 
sobrenadante foi removido e o precipitado ressuspendido em 100 µl de solução I (50mM 
glicose, 25mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA pH 8) seguido de incubação em gelo por 2 
min, foram acrescentados 200 µl de solução II (NaOH 0,2 M, SDS 1%) e incubado 5 min 
no gelo, acrescentados mais 150 µl de solução III (acetato de potássio 5M, ácido acético 
glacial, H2O) e incubado 20 min no gelo. Após incubação, a amostra foi centrifugada por 
10 min a 14.000 rpm (Centrífuga 5418 – Eppendorf) e o sobrenadante transferido para 
outro tubo, ao sobrenadante foram acrescentados 200 µl de clorofórmio, seguido de 
centrifugação por 5 min a 14.000 rpm (Centrífuga 5418 – Eppendorf). A fase superior 
formada na parte de cima do tubo foi coletada e transferida para outro tubo, onde foram 
adicionados 350 µl (0,6%) de isopropanol, seguido de centrifugação por 10 min a 14.000 
rpm (Centrífuga 5418 – Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram 
adicionados 500 µl de etanol 70%, a amostra foi centrifugada por 10 min a 14.000 rpm 
(Centrífuga 5418 – Eppendorf), o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado 
foi ressuspendido em 50 µl de água.  
A confirmação da clonagem foi feita através de digestão com as enzimas de 
restrição Sph I e Sac I. Foram utilizados para essa reação de digestão 5µl de DNA 
plasmidial (~ 30 ng/µl), 2 µl do tampão de reação 10X (Promega), 1U (unidade) da 
enzima Sph I (Promega), 1U (unidade) da enzima Sac I (Promega) e água “milli-Q” para 
um volume final de 20µl. Os plasmídeos confirmados (pFASTBACACCI GP64 Ac e 






    3.3. Construção dos plasmídeos para expressão do domínio III da proteína de envelope 
do vírus da febre amarela na superfície da partícula BV de baculovírus 
O gene EDIII (Envelope - FA Domínio III) foi sintetizado quimicamente (IDT® 
Integrated DNA Technologies), a síntese gênica foi feita já fusionando as regiões 
essenciais da proteína GP64 de AcMNPV e AgMNPV a esse gene, gerando dois cassetes 
de expressão EDIIIGP646xHisAc e EDIIIGP646xHisAg (Figura 12). 
 
 
Figura 12. Esquema representativo dos cassetes de expressão do EDIII fusionado à proteína GP64 de 
baculovírus A) Cassete de expressão mostrando o domínio III da proteína de envelope do vírus da febre 
amarela (EDIII) fusionado com as regiões essenciais (Promotor - pGP64, peptídeo sinal de endereçamento 
- PS, domínio transmembrana - TM e domínio da cauda citoplasmática - DCT) do gene da proteína GP64 
do baculovírus AcMNPV B) Cassete de expressão mostrando o domínio III da proteína de envelope do 
vírus da febre amarela (EDIII) fusionado com as regiões essenciais (Promotor - pGP64, peptídeo sinal de 
endereçamento - PS,  domínio transmembrana - TM e domínio da cauda citoplasmática - DCT)  do gene da 









Esses cassetes de expressão foram utilizados como molde para uma reação de PCR 
nas mesmas condições descritas no item 3.2, utilizando os mesmos primers. O resultado 
da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0.8% de acordo com o protocolo 
descrito em Sambrook et al. (1989). Os fragmentos de DNA com os tamanhos esperados 
(849 bp – EDIIIGP646xHisAc ou 828 bp – EDIIIGP646xHisAg), correspondentes à 
amplificação dos cassetes de expressão, foram extraídos do gel, eluídos e purificados com 
o Kit GFX DNA and Gel Band Purification (GE) segundo instruções do fabricante. Os 
fragmentos eluídos foram clonados no vetor de clonagem pGEM®-T Easy Vector 
(Promega), seguindo as instruções do fabricante (dados não mostrados), gerando o 
plasmídeo pGEM GP64EDIII6xHisAc e pGEM GP64EDIII6xHisAg. A confirmação da 
obtenção dos plasmídeos foi feita por sequenciamento dos cassetes de expressão 
(Macrogen, Coréia do Sul). 
 Esses plasmídeos foram digeridos com as enzimas de restrição Sph I e Sac I (5 µl 
de DNA ~30 ng/µl, 1U de cada enzima -  Promega, 2 µl BSA 10X, 2 µl do tampão de 
reação 10X, e água “milli-Q” para um volume final de 20µl). Da mesma forma e 
utilizando as mesmas enzimas, foi feita a digestão do plasmídeo pFASTBAC ACCI. A 
reação para digestão com as enzimas de restrição foi mantida a 37º C por 16 h 
(“overnight”).  
O plasmídeo pFASTBAC ACCI digerido foi utilizado em reação de ligação com 
os fragmentos digeridos EDIIIGP646xHisAc e EDIIIGP646xHisAg utilizando a enzima 
T4 DNA ligase (Promega) seguindo protocolo do fabricante. Foi realizada uma 
transformação por choque térmico (Sambrook et al., 1989). Para essa transformação 





resultantes foram selecionados pela resistência aos antibióticos ampicilina e gentamicina. 
Posteriormente, foi feita uma purificação por lise alcalina, da mesma forma como descrito 
no item 3.2, e o DNA plasmidial foi analisado para confirmação da obtenção dos 
plasmídeos. 
A confirmação da clonagem foi feita através de digestão com as enzimas de 
restrição Sph I e Sac I. Foram utilizados para essa reação de digestão 5µl de DNA 
plasmidial (~ 30 ng/µl), 2 µl do tampão de reação 10X (Promega), 1U (unidade) da 
enzima Sph I (Promega), 1U (unidade) da enzima Sal I (Promega) e água “milli-Q” para 
um volume final de 20µl. Os plasmídeos confirmados (pFASTBACACCI GP64EDIII Ac 
e pFASTBACACCI GP64EDIII Ag) foram então, sequenciados (Macrogen, Coréia do 
Sul).  
 
    3.4. Construção do vetor de transferência contendo o cassete gênico EDIII fusionado 
ao gene da poliedrina 
O plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH foi utilizado para a construção do 
plasmídeo que contém o EDIII fusionado ao gene da poliedrina. Esse plasmídeo é similar 
ao plasmídeo pFastBac ™ (Invitrogen), porém possui o promotor da poliedrina, o gene 
da poliedrina e uma cauda de seis histidinas, além de um sítio para enzima de restrição 







Figura 13. Esquema representativo do plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH. Na figura é possível ver o 
sítio de restrição da enzima Nco I, que foi utilizado para clonagem do EDIII, gene de resistência a 
Ampicilina (Amp), gene de resistência a Gentamicina (Gm), regiões de transposição Tn7R e Tn7L, origem 
de replicação pUC e origem de replicação f1 (esse plasmídeo possui duas origens de replicação para gerar 
um maior número de cópias). Esquema construído usando o programa Geneious (Biomatters Limited). 
 
O plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH foi digerido com Nco I, foram utilizados 
para essa digestão aproximadamente 0.5 µg de DNA plasmidial, 2 µl do tampão de reação 
10X (Promega), 2 µl do tampão de BSA (albumina de soro bovino) (Promega), 1U 
(unidade) da enzima Nco I e água “milli-Q” para um volume final de 20µl. Após a 
digestão, o vetor foi desfosforilado, utilizando os 20 µl de DNA plasmidial digerido e 1 
µl da enzima TSAP (Fosfatase alcalina termo-sensível - Promega), seguindo 
especificações do fabricante. A reação foi incubada 15 min a 37ºC e 15 min a 70ºC. O 





como molde para uma reação de PCR utilizando os primers YFEDIIIPOLFPCIIF e 
YFEDIIIPOLFPCIIR (Tabela 1). Esses primers amplificaram somente o fragmento EDIII 
e acrescentaram sítios para enzima de restrição Pci I flanqueando o gene. As enzimas Pci 
I e Nco I são isoesquizómeros. Para essa reação de PCR foram utilizados: 2,5 µl do 
tampão de reação 10X da enzima Taq DNA polimerase (Platinum® Taq DNA Polymerase 
Kit), 0,75 µl de MgCl2 (solução estoque 50 mM), 0,5 µl da mistura dos quatro dNTPs 
(solução estoque 10mM), 0,5µl do oligonucleotídeos YFED3POLFPCIIF e 
YFED3POLFPCIIR (solução estoque 10µM), 1µl do DNA – pGEM GP64ED36xHisAc 
(~60 ng/µl), 2U (unidades) da enzima Taq DNA polimerase (Platinum® Taq DNA 
Polymerase) e água “milli-Q” para um volume final de 25 µl. O seguinte programa foi 
utilizado: 94°C/1 min s, 30 ciclos de 94°C/30 s, 55°C/30 seg, 72°C/1 min e 72°C/2 min 
para o término da extensão. O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de 
agarose 0.8% de acordo com o protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). O 
fragmento de DNA com o tamanho esperado (310 bp), correspondente ao fragmento 
EDIII e os nucleotídeos adicionados pelos oligonucleotídeos, foi extraído do gel, eluído 
e purificado com o Kit GFX DNA and Gel Band Purification (GE) segundo instruções do 
fabricante. Após eluição esse fragmento de DNA foi utilizado em uma reação de digestão 
utilizando 0.5 µg de fragmento de DNA, 2 µl do tampão de reação 10X (Promega), 2 µl 
do tampão de BSA (albumina de soro bovino) (Promega), 1U (unidade) da enzima Pci I 
e água “milli-Q” para um volume final de 20µl. Após digestão o fragmento foi novamente 
foi extraído do gel, eluído e purificado com o Kit GFX DNA and Gel Band Purification 





O plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH digerido e desfosforilado foi utilizado 
em reação de ligação com o fragmento EDIII digerido com Pci I utilizando a enzima T4 
DNA ligase (Promega) seguindo protocolo do fabricante. Foi realizada uma 
transformação por choque térmico (Sambrook et al., 1989). Para essa transformação 
foram utilizadas células E. coli DH5α quimio-competentes comerciais. Os clones 
resultantes foram selecionados pela resistência aos antibióticos ampicilina e gentamicina. 
Posteriormente, foi feita uma purificação por lise alcalina como descrito no item 3.2. A 
confirmação da obtenção do plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH EDIII foi feita por 
sequenciamento dos cassetes de expressão (Macrogen, Coréia do Sul). 
 
     3.5. Construção e titulação dos vírus recombinantes contendo os fragmentos gênicos 
de interesse, fusionados aos genes da proteína do envelope (GP64) ou à proteína do corpo 
de oclusão (poliedrina) de baculovírus   
Os plasmídeos gerados neste trabalho foram utilizados na construção do 
baculovírus recombinantes, utilizando o sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen), seguindo 
instruções do fabricante.  Resumidamente, neste sistema o gene de interesse é clonado 
em um plasmídeo doador pFastBac ™, e o plasmídeo recombinante é transformado em 
células competentes DH10Bac ™ que contém um bacmídeo com um sítio de transposição 
mini-attTn7 e o plasmídeo auxiliar (pHelper). O sítio mini-Tn7 no plasmídeo pFastBac 
™ doador pode transpor para o sítio de destino mini-attTn7 no bacmídeo através de 
proteínas de transposição no plasmídeo auxiliar. Colônias contendo bacmídeos 
recombinante são identificados pelo rompimento do gene lacZα.  O DNA dos bacmídeos 





Neste trabalho, células DH10Bac™ foram incubadas em placas de Petri a 37°C por 
48 h contendo os seguintes antibióticos: tetraciclina (10µg/ml), gentamicina (7µg/ml) e 
Canamicina (50 µg/ml); e também os marcadores de seleção IPTG (40 µg/ml) e X-Gal 
(100 µg/ml). As colônias brancas foram coletadas e purificadas por lise alcalina (lise 
alcalina adaptada, onde só foram utilizadas as soluções I, II, III e precipitação com 
isopropanol, descritos no item 3.2. Para a construção dos baculovírus recombinantes, 1µg 
do DNA plasmidial da célula DH10Bac™ contendo o bacmídeo recombinante, foi 
utilizado para transfectar células de inseto BTI-Tn5B1-4. Foram adicionados 250 µl de 
meio de cultura TC-100 sem soro no DNA plasmidial (bacmídeo) em uma placa de 35 
mm (TPP). A mesma diluição foi realizada com 10 µl de lipossomos (Cellfectin®, 
Invitrogen). Os dois sistemas foram misturados e incubados por 15 min à temperatura 
ambiente. O meio de cultura da placa de células foi, posteriormente, substituído por 500 
µl da mistura DNA/lipossomos, possibilitando a cobertura da monocamada de células. 
Após 3h de incubação da placa, à temperatura ambiente, foram adicionados 1,5 ml de 
meio de cultura TC-100 contendo 10 % de soro fetal bovino e as células incubadas a 27°C 
por sete dias. Posteriormente, o sobrenadante da placa de transfecção foi utilizado para a 
amplificação dos baculovírus recombinantes em uma nova placa de 100 mm (TPP) 
contendo células de inseto BTI-Tn5B1-4. Todos os vírus utilizados nesse trabalho foram 
titulados utilizando o método de diluição seriada em placa de 96 poços (“End-point 
dilution assay”) descrito a seguir. Células Sf 9- ET foram semeadas na concentração de 
1 × 104 células/ml em placas de 96 poços com meio TC-100 seguindo de incubação a 
25°C por 2 hs para aderência das células na placa. As células aderidas foram infectadas 





3 - 7 dias após a inoculação, os poços que possuíam células fluorescentes (positivas para 
expressão de eGFP) foram marcados e contados. O número de poços considerados 
positivos para a infecção em cada diluição, foi usado para calcular a titulação dos vírus 
utilizando o método descrito em Reed & Muench, 1938. 
 
 
    3.6. Análise da expressão das proteínas recombinantes 
         3.6.1. SDS-PAGE e Western-blot 
A confirmação da expressão das proteínas recombinantes foi feita analisando-se 
os extratos de células infectadas pelos vírus recombinantes em gel SDS-PAGE 12% 
(Laemmli, 1970), utilizando o aparato Mini Protean II (BioRad) e por Western blot, 
utilizando o anti-soro monoclonal anti-His (GE). Para este procedimento, foi utilizado o 
anticorpo monoclonal anti-His (GE), seguindo o protocolo abaixo: 
Foram feitos dois géis, usando o aparato Mini Trans-Blot Cells de acordo com o 
protocolo de instruções do fabricante (Bio-Rad). Um dos géis foi corado e fixado em 
solução de 40% de metanol e 10% de ácido acético, 0,1% de corante Azul brilhante de 
Coomassie R-250 por 4h, com leve agitação. O outro foi utilizado para transferência das 
proteínas em uma membrana de nitrocelulose (Gibco BRL- Life Technologies) para o 
experimento de imunodetecção de proteínas (Western blot) como descrito abaixo. 
Com o auxílio do aparato de transferência Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell 
(Bio-Rad), as proteínas foram transferidas para a membrana de nitrocelulose. As 





de transferência Bjerrum and Schafer-Nielsen (48mM de Tris, 39mM de glicina, 20% de 
metanol, pH 9,2). Após a transferência, a membrana foi bloqueada com solução de PBS 
1X e 3% de leite em pó desnatado por 16 h. 
Depois, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween (0,05%) por 5 min para 
retirar toda a solução de bloqueio. Adicionou-se uma solução de PBS/albumina bovina 
(BSA) 0,5% com o anticorpo primário monoclonal anti-His (GE Healthcare) produzido 
em camundongos por 1 h. A seguir, a membrana foi lavada novamente 3 vezes em PBS 
Tween (0,05%) por 5 min e incubada em PBS/BSA 0,5% com o anticorpo secundário, 
anti-IgG de camundongo, conjugado à enzima fosfatase alcalina (Sigma) por mais 1 h sob 
agitação. Retirou-se a solução, membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween (0,05%) e 
1 vez com o tampão da enzima fosfatase alcalina por 5 min. A solução reveladora, 
NBT/BCIP (Invitrogen) foi adicionada servindo de substrato para a ação da fosfatase 
alcalina. O sistema foi mantido protegido da luz até a metabolização do substrato 
marcando, assim, a proteína de interesse devido à presença da enzima conjugada ao 
anticorpo secundário que se ligou ao anticorpo primário específico. Por fim, a reação foi 
interrompida com lavagens de água destilada evitando a marcação inespecífica. 
A infecção com os baculovírus recombinantes e análise morfológica de células 






           
3.6.2. Microscopia confocal  
Células de inseto BTI-Tn5B1-4 foram cultivadas sobre lamínulas redondas de 
vidro e infectadas com os vírus recombinantes (m.o.i 10) que expressam as proteínas de 
interesse fusionadas à proteína GP64 de baculovírus. Após 48 hs de infecção, o 
sobrenadante foi retirado e as células foram fixadas com 1:1 Metanol/Acetona (fixação 
que permite a permeabilização das células) por 5 min a -20º C. Após a fixação, as células 
foram lavadas 3 vezes em PBS 1X e incubadas com 2% BSA durante 30 min a 37º C. As 
células foram, então, incubadas com o anticorpo primário (Anti-His – GE, diluição 1:300) 
durante 1 h a 37º C. Após incubação com o anticorpo primário, as células foram lavadas 
3 vezes com PBS 1X e incubadas 1 h a 37º C com anticorpo secundário (Anti-mouse IgG 
Alexa Fluor® 488, diluição 1:1000 ou Anti-mouse IgG conjugado com FITC diluição 
1:500). Após incubação com o anticorpo secundário as células foram lavadas 3 vezes com 
PBS 1X. Os controles negativos foram tratados da mesma forma. As lâminas foram 
analisadas usando microscópio confocal (Leica SP5). 
 
 
3.7. Imunização dos camundongos 
Os BVs contendo o EDIII fusionados à GP64 de AcMNPV e AgMNPV, e os BVs 
de AcMNPV e AgMNPV foram semipurificados (ultracentrifugação em colchão de 
sacarose 25%, 2 h, 24.000 rpm) e utilizados na imunização de camundongos.  Antes da 





animal através de punção retro-orbital. Esse sangue foi centrifugado 5000 rpm 
(Centrífuga 5418 – Eppendorf) por 5 min e armazenado a -20º C para posterior análise. 
Foram utilizados 7 camundongos BALB/c fêmeas por grupo: Grupo de animais 
imunizados com 100 µl de PBS 1x, imunizados com vacina comercial contra febre 
amarela 17DD (seguindo orientações do fabricante – Biomanguinhos/Fiocruz), 
imunizados com 1x108 pfu/ml de BVs semipurificados de AcMNPV, imunizados com 
1x108 pfu/ml de BVs semipurificados de AgMNPV, imunizados com 1x108 pfu/ml de 
BVs semipurificados que contendo EDIII fusionado à GP64 de AcMNPV e imunizados 
com 1x108 pfu/ml de BVs semipurificados contendo EDIII fusionado à GP64 de 
AgMNPV (Figura 14). A primeira imunização foi feita pela via subcutânea, utilizando os 
BVs mais adjuvante completo de Freund´s (Sigma). Após 15 dias da primeira imunização, 
os camundongos foram imunizados com as mesmas concentrações de BVs mais 
adjuvante incompleto de Freund´s (Sigma), seguindo 15 dias da segunda imunização os 
camundongos foram imunizados com apenas os BVs semipurificados. 
Os experimentos in vivo conduzidos neste trabalho foram desenvolvidos no 
laboratório de imunologia aplicada sob orientação da Professora Anamélia Lorenzetti 
Bocca, que possui aprovação do comitê de ética da UnB para as metodologias aqui 













Figura 14. Sistema de imunização de camundongos com os baculovírus recombinantes. A) 7 camundongos 
fêmeas BALB/c foram imunizados  com o vírus vacinal 17DD seguindo orientações do fabricante 
(Biomanguinhos/Fiocruz), essa imunização foi o controle positivo do experimento B) 7 camundongos 
fêmeas BALB/c foram imunizados  com 100 µl de PBS, essa imunização foi o controle negativo do 
experimento C) 7 camundongos fêmeas BALB/c foram imunizados com 1x108 pfu/ml de BVs 
semipurificados de AcMNPV D) 7 camundongos fêmeas BALB/c foram imunizados  com 1x108 pfu/ml de 
BVs semipurificados de AgMNPV E) 7 camundongos fêmeas BALB/c foram imunizados  com 1x108 
pfu/ml de BVs semipurificados que expressam EDIII fusionado à GP64 de AcMNPV F) 7 camundongos 
fêmeas BALB/c foram imunizados  com 1x108 pfu/ml de BVs semipurificados que expressam EDIII 
fusionado à GP64 de AgMNPV. Todas as imunizações foram feitas subcutaneamente. 
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      3.8. Teste de proliferação de linfócitos 
Linfócitos foram isolados a partir do baço de animais imunizados e não 
imunizados com os vírus recombinantes vGP64 EDIII Ac, vGP64 EDIII Ag e também 
com os baculovírus AcMNPV e AgMNPV que serão os controles negativos para a 
expressão de EDIII. Os baços foram macerados e o líquido resultante foi coletado através 
de filtração em “Cell Strainer”. Esse líquido filtrado foi centrifugado a 300 x g por 10 min 
a 4º C e o precipitado foi incubado com solução de lise (Cloreto de amônio 0,16 M pH 
4,75 e Tris 0,17 M pH 7,5). A lise foi interrompida por adição de meio RPMI simples, 
seguindo de nova centrifugação 300 x g por 10 min a 4º C. O precipitado foi lavado 3 
vezes com RPMI simples seguindo as mesas condições. Após lavagem o precipitado foi 
ressuspendido em 1 ml de meio RPMI simples e as células foram contadas e através de 
coloração com Azul de Tripan 0.4% avaliadas quanto à viabilidade. As células foram, 
então, separadas em duas alíquotas, uma que foi usada como controle negativo para 
fluorescência e outra para marcação com 5mM de CFSE (Carboxifluoresceína 
succinimidyl éster). Um total de 107 células viáveis foram marcadas com CFSE, após 
marcação foi preparado uma suspensão de 3x106 células/ml e a partir dessa suspensão 
plaqueados 100 µl/ poço (placa de 96 poços) + 100 µl de estímulo específico. Os estímulos 
foram: Meio RPMI (Controle negativo), Concanavalina 4µg/ml (ConA), LPS 
(Lipopolissacarídeo), BVs purificados de AcMNPV, AgMNPV, vGP64EDIII Ac e 








4. Resultados  
 
    4.1. Confirmação da obtenção dos plasmídeos pFASTBAC ACCI GP64 Ac, 
pFASTBAC ACCI GP64 Ag, pFASTBAC ACCI GP64 EDIII Ac e pFASTBAC ACCI 
GP64 EDIII Ag 
Os cassetes GP646xHisAc e GP646xHisAg, foram amplificados por PCR e 
clonados no plasmídeo pFASTBAC ACCI nos sítios das enzimas de restrição Sac I e Sph 
I, gerando os plasmídeos pFASTBAC ACCI GP64 Ac e pFASTBAC ACCI GP64 Ag 
(Figura 15).  
  
Figura 15. Mapa dos plasmídeos pFASTBAC ACCI GP64 Ac e pFASTBAC ACCI GP64 Ag. Na figura é 
possível ver os sítios de restrição das enzimas Sph I e Sac I, que foram utilizados para clonagem dos cassetes 
de expressão, os cassetes de expressão que consistem em promotor GP64 (pGP64), sítio de clonagem de 
genes heterólogos BamH I e gene gp64 (composto de  PS, pequena região N-terminal, TM e CTD) gene de 
resistência a Ampicilina (Amp), gene de resistência a Gentamicina (Gm), regiões de transposição Tn7R e 
Tn7L, sinal de poliadenilação SV40 pA, origem de replicação pUC e origem de replicação f1 (esse plasmídeo 
possui duas origens de replicação para gerar um maior número de cópias). Mapa construído usando o 






Bem como os cassetes ED3IIIGP646xHisAc e ED3IIIGP646xHisAg foram 
amplificados por PCR e clonados no plasmídeo pFASTBAC ACCI nos sítios das enzimas 
de restrição Sac I e Sph I, gerando os plasmídeos pFASTBAC ACCI GP64 Ac e 




Figura 16. Mapa dos plasmídeos pFASTBAC ACCI GP64 EDIII Ac e pFASTBAC ACCI GP64 EDIII Ag. 
Na figura é possível ver o sítio de restrição das enzimas Sph I e Sac I, que foi utilizado para clonagem dos 
cassetes de expressão, os cassetes de expressão que consistem em promotor GP64 (pGP64), gene gp6 
4(composto de  PS, pequena região N-terminal, TM e CTD)  + EDIII, gene de resistência a Ampicilina 
(Amp), gene de resistência a Gentamicina (Gm), regiões de transposição Tn7R e Tn7L, sinal de 
poliadenilação SV40 pA, origem de replicação pUC e origem de replicação f1 (esse plasmídeo possui duas 
origens de replicação para gerar um maior número de cópias). Mapa construído usando o programa 






A clonagem foi confirmada por digestão do DNA dos plasmídeos recombinantes 
com as enzimas de restrição Sph I e Sac I. A digestão com as enzimas de restrição Sac I 
e Sph I liberou um fragmento de 631 bp para o plasmídeo pFASTBAC ACCI GP64 Ac, 
um fragmento de 544 bp pFASTBAC ACCI GP64 Ag, um fragmento de 934 bp 
pFASTBAC ACCI GP64 EDIII Ac e um fragmento de 905 bp pFASTBAC ACCI GP64 
EDIII Ag confirmando, assim, a correta inserção dos cassetes no plasmídeo pFASTBAC 
ACCI. A digestão com as enzimas de restrição foi analisada em gel de agarose 0,8% 
(Figura 17).     
 
Figura 17. Confirmação da clonagem dos plasmídeos pFASTBAC ACCI GP64 Ac, pFASTBAC ACCI 
GP64 Ag, pFASTBAC ACCI GP64 EDIII Ac e pFASTBAC ACCI GP64EDIII Ag por digestão com as 
enzimas de restrição Sph I e Sac I. Gel de agarose a 0,8% mostrando DNA dos plasmídeos digeridos com 
as enzimas de restrição Sph I e Sac I liberando fragmentos de 631, 544, 934, 905 pares de base, que 






   4.2. Confirmação da obtenção do plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH EDIII 
O fragmento gênico correspondente ao EDIII foi clonado no plasmídeo 
pFASTBACI-6xHis-AcPH na região da enzima de restrição Nco I, gerando o plasmídeo 
pFASTBACI-6xHis-AcPH EDIII (Figura 18).             
 
Figura 18. Mapa do plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH EDIII. Na figura é possível ver os sítios de 
restrição das enzimas de restrição BamH I e Nco I, que foram utilizados para confirmação da obtenção do 
plasmídeo, gene de resistência a Ampicilina (Amp), gene de resistência a Gentamicina (Gm), regiões de 
transposição Tn7R e Tn7L, sinal de poliadenilação SV40 pA, origem de replicação pUC e origem de 
replicação f1 (esse plasmídeo possui duas origens de replicação para gerar um maior número de cópias). 
Mapa construído usando o programa Geneious (Biomatters Limited). 
 
A clonagem foi confirmada por digestão do DNA do plasmídeo recombinante com 
as enzimas de restrição BamH I e Nco I. A digestão com as enzimas de restrição BamH I 
e Nco I liberou um fragmento de 411 bp confirmando, assim, a correta inserção dos 
cassetes no plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH. A digestão com as enzimas de 







Figura 19. Confirmação da clonagem do plasmídeo pFASTBACI-6xHis-AcPH EDIII por digestão com as 
enzimas de restrição BamH I e Nco I. Gel de agarose a 0,8% mostrando DNA do plasmídeo que foi digerido 
com as enzimas de restrição BamH I e Nco I liberando um fragmento de 411 pares de base, confirmando a 
obtenção do plasmídeo recombinante.  
 
   4.3. Construção dos baculovírus recombinantes e confirmação da expressão das 
proteínas  
        4.3.1. EDIII fusionado à poliedrina de AcMNPV 
 
 Todos os plasmídeos recombinantes foram utilizados para transposição sítio 
específica, através do sistema Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen). 
Vírus recombinantes que expressam proteínas de febre amarela fusionadas à GP64 
(proteína de envelope de baculovírus) e vírus recombinante que expressa EDIII fusionado 
à poliedrina (principal constituinte dos corpos de oclusão, também denominados 
poliedros) foram construídos, visando a comparação da melhor estratégia para expressão 
dessas proteínas. O DNA dos bacmídeos recombinantes foram utilizados para transfecção 





para infectar células BTI-Tn5B1-4. No caso do vírus contendo o cassete EDIII fusionado 
à poliedrina, houve mudança morfológica das células infectadas (5 dias p.i) com o vírus 
recombinante vEDIIIPol (células ficaram arredondadas e núcleo hipertrofiado), essas 
mudanças são características de infecção viral, porém, observa-se formação de massa 
protéica no citoplasma de células infectadas com esse vírus recombinante (vírus 
recombinante que expressa EDIII fusionando à poliedrina de AcMNPV), diferentemente 
do observado nas células infectadas com o vírus selvagem, onde o fenótipo do corpo de 
oclusão possui a forma esperada de um poliedro (Figura 20).  
 
 
Figura 20. Efeito citopático da infecção de células BTI-Tn5B1-4 com diferentes baculovírus a 72 h p.i. Em 
destaque uma célula não infectada (Mock), uma célula infectada com baculovírus selvagem AcMNPV, 
apresentando poliedros típicos (seta vermelha) e uma célula infectada com o baculovírus recombinante 
vEDIIIPol, mostrando a não formação de poliedros típicos e apresentando uma massa protéica proveniente 
da fusão de EDIII com a poliedrina (seta preta). As células foram analisadas utilizando microscópio óptico 







O Western blot do extrato total de células infectadas com vEDIIIPol confirmou a 
expressão de uma proteína de aproximadamente 41 kDa, compatível com o tamanho da 
proteína fusionada (Figura 21). 
 
Figura 21. Análise do perfil da proteína recombinante EDIII fusionada à poliedrina de AcMNPV. A 
confirmação da expressão da proteína recombinante foi feita através de Western blot utilizando o extrato 
total de células infectadas com o vírus recombinante vEDIIIPol 72 h p.i. e anti-soro monoclonal anti-His, 
o tamanho esperado da proteína (41 kDa) foi confirmado corretamente no extrato celular. 
 
A inserção de genes de interesse na sequência gênica da poliedrina pode, algumas vezes, 
causar problemas na montagem correta do poliedro como ocorrido neste trabalho. Porém, 
essa diferença morfológica não interfere na alta expressão da proteína recombinante de 
interesse. Testes in vivo (infecção de lagartas) estão em andamento para verificar se a 
montagem desses poliedros recombinantes pode ser facilitada dentro do inseto. A 
purificação dessa proteína recombinante será feita utilizando cromatografia de afinidade 






BABL/c e análises imunológicas, bem como seu potencial para uma vacina recombinante, 
serão analisados. 
      
 4.3.2. EDIII fusionado à GP64 de AcMNPV e AgMNPV 
 
Análise das células infectadas com os vírus recombinantes que expressam EDIII 
na superfície de BVs por microscopia óptica foram feitas, mas nenhuma mudança 
morfológica diferente da esperada para infecção viral (células grandes, arredondadas e 
núcleo hipertrofiado) foi encontrada. Após infecção de células BTI-Tn5B1-4 com os vírus 
recombinantes (48 h p.i.), a confirmação da expressão das proteínas heterólogas foi feita 
através de Western blot. Pode-se observar a marcação de uma banda de menor massa 
molecular abaixo da proteína recombinante ED3IIIAg. Essa banda deve-se, 
provavelmente, a uma degradação da proteína de interesse, processo comum durante a 
manipulação de amostras protéicas. Deve-se ressaltar que essa banda inespecífica é mais 
evidente na amostra de extrato celular, que possui uma grande quantidade de protease 











Figura 22. Análise do perfil da proteína recombinante EDIII fusionada à GP64. A confirmação da expressão 
das proteínas recombinantes foi feita através de Western blot. Neste experimento foi utilizado o extrato 
total de células infectadas com os vírus recombinantes e selvagens (48 h p.i.), também foi feito o mesmo 
experimento utilizando partículas BV de baculovírus semi-purificadas por ultracentrifugação em colchão 
de sacarose 25%. Para o Western blot foi utilizado anti-soro monoclonal anti-His. O tamanho esperado das 
proteínas foi confirmado tanto no extrato celular, quanto nos BVs semipurificados (presentes no 
sobrenadante).  
 
 A expressão das proteínas EDIII fusionadas à GP64 de AcMNPV e AgMNPV na 
superfície de células infectadas (BTI-Tn5B1-4) foi também analisada através de 
microscopia confocal e mostrou a expressão das proteínas recombinantes na superfície da 







Figura 23. Análise do perfil da proteína recombinante EDIII fusionada à GP64 na superfície de células de 
inseto. Células BTI-Tn5B1-4 foram infectadas com os vírus recombinantes vGP64EDIII Ac e vGP64EDIII 
Ag usando m.o.i 5, 48 h p. i. as células foram incubadas com anticorpo primário anti-His produzido em 
camundongo e depois com anticorpo secundário anti- IgG de camundongo conjugado a FITC, após 
marcação as células foram analisadas em microscópio confocal para visualização da proteína recombinante 
na superfície de células infectadas. As amostras foram analisadas em microscópio confocal (Leica TCS 






Após a confirmação da correta expressão das proteínas heterólogas, foi realizado 
a imunização de camundongos BABL/c subcutaneamente com 100 µl (1 x 108 pfu/ml) de 
BVs semi-purificados de AcMNPV, AgMNPV, vGP64EDIII Ac e vGP64EDIII Ag. Após 
a imunização, os baços dos camundongos imunizados com os diferentes tratamentos 
foram coletados e os linfócitos isolados. Os linfócitos foram então estimulados com 

































Figura 24. Análise da proliferação de linfócitos testados com diferentes estímulos. Camundongos do tipo 
BALB/C foram imunizados subcutaneamente com PBS, vacina comercial contra FA (17DD), BVs semi- 
purificados de AcMNPV (WTAc), AgMNPV (WTAg), vGP64EDIII Ac  (EDIIIAc) e vGP64EDIII Ag 
(EDIIIAg) (1 x 108 pfu/ml) e testados quanto à sua proliferação quando estimulados com RPMI, LPS, 
Vacina (Vac), LPS (estímulo positivo para linfócitos do tipo B) ConA (estímulo positivo para linfócitos do 
tipo T), BVs semi-purificados de vGP64EDIII Ac e vGP64EDIII Ag A) Linfócitos de camundongos 
imunizados com PBS, BVs semi-purificados de AcMNPV e vGP64EDIII Ac e sua capacidade de 
proliferação com os diferentes estímulos B) Linfócitos de camundongos imunizados com PBS, BVs semi-
purificados de AcMNPV e vGP64EDIII Ac e sua capacidade de proliferação quando comparados somente 
ao controle positivo para proliferação de  linfócitos do tipo B - LPS  C) Linfócitos de camundongos 
imunizados com PBS, BVs semi-purificados de AgMNPV e vGP64EDIII Ag e sua capacidade de 
proliferação com os diferentes estímulos D) Linfócitos de camundongos imunizados com PBS, BVs semi-
purificados de AgMNPV e vGP64EDIII Ag e sua capacidade de proliferação quando comparados somente 








O teste de proliferação de linfócitos, indica a capacidade de linfócitos de se 
proliferarem ao reconhecer algum estímulo previamente apresentado, isso significa que 
esses linfócitos podem reconhecer especificamente algum antígeno e responder 
imunologicamente a ele. São usados dois controles positivos nesse experimento, a ConA 
(Concanavalina A) que é uma lectina que atua como mitógeno e estimula a proliferação 
de células T e o LPS (Lipopolissacarídeo) que é um estimulador da proliferação de 
linfócito do tipo B.  
 Os linfócitos extraídos de animais imunizados com os diferentes tratamentos 
foram testados quanto a sua capacidade de proliferação a diferentes estímulos (Figura 24). 
Os estímulos foram BVs semi-purificados do sobrenadante de células infectadas com 
AcMNPV (indicado na figura como WTAc), AgMNPV (indicado na figura como 
WTAg), vGP64EDIII Ac (EDIII Ac) e, vGP64EDIII Ag (EDIII Ag). Na figura 24 A, 
observa-se a baixa capacidade de proliferação dos linfócitos (setas) quando estimulados 
com WTAc e EDIII Ac quando comparamos com o controle ConA, isso significa que 
provavelmente não há proliferação de linfócitos do tipo T. Porém quando comparamos 
os mesmos resultados em um gráfico que mostra somente o controle positivo para 
proliferação de linfócitos do tipo B (LPS), observa-se que a proliferação de linfócitos com  
os estímulos WTAc e EDIII Ac (setas), assemelhando-se aos linfócitos que proliferam na 
presença do estímulo vacinal (Figura 24 B). O mesmo resultado foi observado quando 
avaliado o estímulo da proliferação de linfócitos na presença dos estímulos BVs de WTAg 
e EDIII Ag (setas), indicando que provavelmente linfócitos do tipo B estão se 
proliferando e dando um indicativo da via de ativação imunológica desses animais pós-







Como vetores de expressão de genes heterólogos, os baculovírus são capazes de 
expressar diversas proteínas em células de insetos. Essas proteínas são ativas 
biologicamente e imunologicamente similares às naturais, sendo expressas em altos 
níveis. Além de seguro, esse sistema é vantajoso por ser um ambiente eucariótico, 
permitindo a expressão de proteínas complexas e a coexpressão de dois ou mais genes 
(O’Reilly et al., 1992; Ribeiro et al., 2015). Uma das maneiras de expressão de proteínas 
heterólogas usando o sistema baculovírus e célula de inseto é a fusão da proteína de 
interesse com partes da glicoproteína principal do fenótipo BV dos baculovírus, a proteína 
GP64. Nessa estratégia, a proteína fica disponível na superfície do vírus (Oker-Blom et 
al., 2003). 
Neste estudo, foi desenvolvido uma técnica nova para a produção de baculovírus 
recombinantes para a expressão de proteínas do vírus da febre amarela na superfície da 
partícula baculoviral. Como descrito acima, o método mais conhecido para isso é a fusão 
de proteínas heterólogas com as regiões essenciais da proteína GP64 de AcMNPV. 
Porém, neste trabalho, também foi utilizado a proteína GP64 de AgMNPV. Além de 
comparar os dois métodos, essa nova abordagem tem como objetivo, evitar 
recombinações do gene gp64 selvagem com o gene gp64 recombinante, pois não há 
deleção do gene gp64 natural do baculovírus AcMNPV, usado como base para produção 
de vírus recombinantes. A sequência da proteína GP64 de AgMNPV é muito semelhante 
com a de AcMNPV, exceto pela região TM e DCT (Li & Blissard, 2009), o que pode 





 Então, o domínio III da proteína de envelope (EDIII) de FA foi fusionado a GP64 
de AgMNPV e AcMNPV.  O EDIII está envolvido na ligação ao receptor e contém 
epítopos críticos para a neutralização específica do vírus (epítopos de neutralização que 
distinguem cada flavivirus) (Chu et al., 2005). Por essas características, o EDIII têm sido 
estudado como possível candidato a uma vacina de subunidade para diversos flavivirus. 
Anticorpos induzidos pela imunização de camundongos com EDIII do vírus da encefalite 
japonesa (JEV), foram capazes de proteger camundongos em um ensaio de desafio letal 
(Fan et al., 2013). Camundongos imunizados com EDIII proveniente da proteína de 
envelope do vírus da Dengue (DENV) foram capazes de induzir a produção de anticorpos 
neutralizantes e somente duas imunizações com a proteína recombinante foram 
necessárias para gerar memória contra infecções por DENV, isso sem a presença de 
adjuvante (Coconi-Linares et al., 2013). 
Apesar desses e outros estudos mostrarem a eficácia de EDIII como candidato 
para a produção de vacinas de subunidades, este trabalho é o primeiro a testar EDIII de 
FA como antígeno vacinal. A correta expressão de EDIII FA fusionado a GP64 de 
AcMNPV e AgMNPV foi confirmada por Western blot tanto no extrato total de células 
infectadas com os vírus recombinantes, quanto em partículas de baculovírus 
semipurificadas (BVs). Células de inseto infectadas com os vírus recombinantes contendo 
EDIII/GP64 foram, também, analisadas em microscópio confocal. Nesse experimento foi 
possível ver que EDIII/GP64 de ambos os baculovírus testados, foi corretamente 
encaminhado para a superfície celular e uma vez na superfície de células infectadas será 





Após esses experimentos, testes in vivo foram e estão sendo conduzidos, a fim de 
determinar a imunogenicidade de EDIII quando fusionada a proteína de envelope do 
envelope de baculovírus e seu potencial como vacina de subunidade contra febre amarela. 
No estudo de Xu et al., 2011, a proteína de envelope (E) do vírus da encefalite 
japonesa – JEV - foi fusionado a GP64 de AcMNPV e os baculovírus recombinantes 
usados na imunização de camundongos em condições semelhantes àquelas conduzidas 
neste trabalho. Após imunização de camundongos, pode-se notar uma resposta imune 
celular no teste de proliferação de linfócitos, isso quer dizer que linfócitos do tipo T 
proliferaram mais quando estimulados com E de JEV. Diferentemente do analisado neste 
trabalho, aqui a resposta foi mediada, aparentemente, por células B. Em 1978, Edward 
Jenner foi pioneiro na produção de uma vacina contra o vírus da varíola, e esta induzia 
uma robusta imunidade humoral, em outras palavras, imunidade mediada por células B 
de memória (Theves, 1997). Apesar da resposta imune celular também ser presente, a 
resposta humoral é mais forte e a responsável pela proteção duradoura (Kennedy et al., 
2009). Sabe-se que BVs purificados derivados de AcMNPV (somente com a presença de 
um gene repórter luficerase para análise da imunização desses animais) induzem resposta 
imune mediada por célula e a produção de anticorpos BV - específicos (Luo et al., 2013). 
Levando em consideração esse e outros estudos anteriores, esperava-se que inicialmente, 
fosse desencadeada a resposta imune celular em resposta a imunização utilizando BVs 
recombinantes. Portanto, após o teste de proliferação de linfócitos, novas análises serão 
conduzidas para avaliar detalhadamente a via de ativação do sistema imune a partir da 
imunização desses camundongos com os BVs recombinantes que expressam o domínio 





citocinas e avaliação da produção de anticorpos neutralizantes estão em andamento, e 
também novas técnicas de imunização e uso de diferentes adjuvantes ainda serão testados. 
Vale ressaltar que a resposta imunológica obtida até agora, mostra que essa estratégia tem 
grande potencial no desenvolvimento de uma vacina eficaz na indução de uma resposta 
protetiva contra o vírus da FA. 
Uma outra estratégia para expressão e utilização de EDIII está sendo 
desenvolvida. A fusão de EDIII com o gene da poliedrina de baculovírus. O plasmídeo 
(pFASTBACI-6xHis-AcPH) possui o gene da poliedrina e um sítio de clonagem que 
permite a fusão do gene heterólogo com esse gene e foi utilizado neste trabalho para a 
expressão do fragmento EDIII fusionado ao gene da poliedrina de AcMNPV. Je et al. 
(2003) e Chang et al. (2003) demonstraram que é possível a produção de baculovírus 
recombinantes que possuem uma ou mais proteínas heterólogas incorporadas nos corpos 
de oclusão, mantendo o fenótipo dos vírus oclusos. Neste trabalho, apesar da correta fusão 
de EDIII com a poliedrina de AcMNPV, confirmada por Western blot, não foi possível 
ver a formação de poliedros (corpo de oclusão) em células infectadas com o vírus 
recombinante vEDIIIPol. Porém foi observado a formação de uma massa protéica no 
citoplasma de células infectadas. Larvas de insetos estão sendo infectadas com vEDIIIPol 
e a análise morfológica desses poliedros produzidos in vivo será realizada. Testes para a 
purificação de EDIIIPol serão feitos usando gradiente de sacarose e também por 
cromatografia de afinidade, já que essa proteína possui uma cauda de histidina. 
Apesar do cultivo de bactérias ser mais econômico que o de células de inseto, 
muitas vezes o custo do processo de purificação das proteínas expressas em bactérias é 





Mesmo com a disponibilidade de diversos sistemas para expressão de proteínas, as 
bactérias permanecem como a escolha da maioria dos sistemas de expressão, porém, 
devido à falta de maquinaria para modificações pós-traducionais em bactérias, a produção 
de proteínas recombinantes eucarióticas representa um desafio imenso, que 
invariavelmente leva à produção de proteínas biologicamente inativas neste hospedeiro 
(Sahdev et al., 2008). O sistema de expressão de baculovírus em células de inseto fornece 
um ambiente adequado para a síntese de proteínas eucarióticas oferecendo condições para 
que ocorra o dobramento adequado da estrutura da proteína, formação de pontes 
dissulfídicas, oligomerização e modificações pós-traducionais similares às produzidas em 
células de mamíferos (O’Reilly et al., 1992). 
 Este estudo visa a expressão do domínio III da proteína E do vírus de febre 
amarela usando duas técnicas bem diferentes, mas ambas a partir do sistema baculovírus 
de expressão. As duas técnicas possuem vantagens e desvantagens, por isso faz-se 
necessário a avaliação da melhor e mais vantajosa técnica para a expressão de proteínas 
imunogênicas derivadas de flavivirus. O “display” de proteínas heterólogas na superfície 
de baculovírus é um sistema vantajoso na praticidade, pois a própria partícula 
baculovirual atua como antígeno vacinal. Já a fusão de proteínas com a poliedrina é 
vantajosa na purificação que depende somente de um gradiente de sacarose. Além disso, 
a produção do “poliedro” recombinante é muito alta, já que a poliedrina está sob o 
comando de um promotor forte e seus níveis de expressão são elevados nas fases tardias 





Novas técnicas para a expressão de proteínas heterólogas com fins 
biotecnológicos estão sendo desenvolvidas e a análise dessas técnicas será de grande valia 





● Análise da produção de citocinas para avaliar a via de ativação do sistema imune 
a partir da imunização de animais com BVs contendo EDIII na sua superfície; 
● Análise da melhor forma de imunização dos animais com os BVs recombinantes: 
Intraperitoneal, intramuscular ou subcutâneo; 
● Análise do uso de diferentes adjuvantes (Hidróxido de alumínio ou Freund`s); 
● Clonagem da proteína de E inteira do vírus da febre amarela nos vetores para 
“display” na superfície de BVs e produção dos baculovírus recombinantes; 
● Imunização de camundongos com esses novos vírus; 
● Análise do seu potencial na ativação do sistema imune (teste de proliferação de 
linfócitos, análise das citocinas e quantificação dos anticorpos neutralizantes); 
● Produção in vivo de poliedros recombinantes EDIIIpol; 
● Tentativa da purificação do EDIII fusionado com poliedrina por gradiente de 
sacarose ou por cromatografia de afinidade;  
● Imunização de camundongos com o EDIIIPol purificado e avaliação do seu 
potencial como imunógeno. 
 
